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1 Hintergrund 
 
Zweihundertundelf Kinder sind im Jahre 2015 laut dem statistischen Bundesamt aufgrund 
maligner Erkrankungen verstorben (1). Dies entspricht etwa einem Fünftel aller 
Todesursachen in der Altersgruppe von 1 bis 15 Jahren. Die Mehrzahl betrifft Patienten mit 
Leukämien. Fünfzehn Kinder waren aufgrund von bösartigen Erkrankungen ausgehend von 
Knochen- und Knorpelgewebe und 5 Fälle aufgrund von bösartigen Lebertumoren verstorben. 
Für das Hepatoblastom, dem häufigsten malignen Lebertumor des Kindesalters, wird eine 
Inzidenz von 0,7-1 Fall pro 1 Million beschrieben (2). Verglichen mit der Gesamtbevölkerung 
spiegeln diese Zahlen die Seltenheit solider Malignome im Kindesalter wieder. Daher ist es 
nicht verwunderlich, dass nur ein sehr limitiertes Patientenkollektiv zur wissenschaftlichen 
Überprüfung der heute angewandten Therapieansätze zur Verfügung steht.  
Internationale Studiengemeinschaften, wie etwa die SIOPEL (Société Internationale 
d’Oncologie Pédiatrique – Epithelial Liver Tumor Study Group) versuchen daher durch einen 
Zusammenschluss die Generierung eines möglichst großen, homogenen Patientenkollektiv zu 
erreichen (3). Die interdisziplinäre Zusammenarbeit von Grundlagenwissenschaftlern, 
Pathologen, Radiologen, Kinderchirurgen und Onkologen soll hier maximale Kräfte bündeln 
und angewandte Therapiekonzepte entwickeln. Durch die dadurch erhaltenen Daten konnte 
die chemotherapeutische und onkochirurgische Strategie in den letzten Jahren so optimiert 
werden, dass die Überlebenschance der oft noch sehr jungen Patienten auf über 90 Prozent in 
der Standard-Risiko-Gruppe gesteigert wurden (4). Jedoch verbleibt bei dieser Erkrankung 
eine Hoch-Risiko-Patientengruppe mit weiterhin schlechten Überlebensraten von nur 45-80% 
(4, 5). 
Trotz intensiver internationaler Bemühungen sind auch für den häufigsten malignen 
primären Knochentumor, dem Osteosarkom, weiterhin schlechte Überlebensraten beschrieben 
(6). Neue neoadjuvante Therapieansätze und chirurgische Techniken machen eine 
Amputation der betroffenen Extremität meist nicht mehr notwendig wodurch die 
Lebensqualität der jungen Patienten deutlich verbessert werden konnte. Dennoch stagnierte 
die Gesamtüberlebensrate vor etwa 20 Jahren und liegt seither unverändert bei 60 bis 70% (7-
13). Mittlerweile hat sich die Forschungsgemeinschaft zu einem transatlantischen Bündnis 
zusammengeschlossen um mit Hilfe der EURAMOS (European and American Osteosarcoma 
Study Group) das Patientenkollektiv nochmals zu erweitern und neue Wege zu finden (14-
17). Häufige Krebsarten wie Brust- und Colonkarzinom wecken naturgemäß ein größeres 
wirtschaftliches Interesse bei Wissenschaftlern und der Chemotherapeutika-produzierenden 
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Industrie. Für seltenere Malignome stehen dagegen nur wenig finanzielle Mittel zur 
Verfügung um an der Entwicklung neuer wirksamer therapeutischer Substanzen zu arbeiten. 
Obwohl es auf chirurgischer Ebene bezüglich Patientensicherheit und der Einführung neuer 
hoch-technologisierter Implantaten zur Extremitätenrekonstruktion zu einer kontinuierlichen 
Weiterentwicklung und Erhöhung der Lebensqualität kam, gibt es für das Osteosarkom 
keinerlei Neuentwicklungen auf dem medikamentösen Sektor. Die aktuell verwendeten 
Chemotherapeutika stehen seit Jahrzehnten zur Verfügung und neue Arzneimittelgruppen 
finden kaum Ihren Weg in die klinische Anwendung (13).  
Als weiteres Problem sind die aktuellen konventionellen präklinischen in vivo 
Modelle, welche kein adäquates Mittel zur Detektion neuer wirksamer therapeutischer 
Substanzen darstellen (13, 18). Im Jahre 2014 bestätigte Perrin et al. in einem Beitrag für 
Nature, dass letztendlich 80% aller im Tiermodell wirksam getesteten Arzneimittel im 
Menschen keinen Mehrwert zeigen (19). Hackam et al. haben in einer Analyse aller in 
Science, Nature, Cell, Nature Medicine, Nature Genetics, Nature Immunology und Nature 
Biotechnology publizierter präklinischer Studien gezeigt, dass diese in nur 30% je in eine 
zuverlässige randomisierte kontrollierte klinische Studie übertragen werden (20). Insgesamt 
werden weniger als 10% aller vielversprechenden in der Grundlagenwissenschaft gewonnen 
Erkenntnisse innerhalb von 20 Jahren überhaupt an einem Patienten getestet (21). Als 
Hauptgrund wird genannt, dass für viele der klinischen Fragestellungen schlichtweg die 
falschen, nicht-übertragbaren präklinischen Modelle verwendet werden (22). Aufgrund dieser 
Bedenken versuchen sogenannte „transnationale“ Forschungsansätze experimentelle 
Laborergebnisse besser in die Klinik zu übertragen (13). 
Die am weitesten verbreitete in-vivo-Plattform zur präklinischen Testung von neuen 
Therapeutika ist der Mausorganismus. Trotz der kostengünstigen und standardisierbaren 
Anwendbarkeit von Mausmodellen zur Suche möglicher wirksamer Substanzen ist 
mittlerweile klar, dass schon kleinste Unterschiede in den Aminosäuresequenzen der Proteine 
oder in der Basenpaarabfolge der Genkodierung zu erheblichen Konsequenzen in der intra- 
und interzellulären Signaltransduktion führen (13). Dies ist vor allem entscheidend, wenn 
versucht wird diese mit sogenannten „targeted therapeutics“ gezielt zu beeinflussen (23, 24). 
Obwohl gewisse therapeutische Zielproteine wie zum Beispiel der vascular endothelial 
growth factor (VEGF) in Maus und Mann gleich benannt sind, sind deren Zieleffekte 
gegebenenfalls unterschiedlich. 
 Ein aktuell klinisches Beispiel für diesen Konflikt ist Denosumab. Diese Substanz 
hemmt durch Bindung an den Receptor Activator NF-κB Liganden (RANKL) die Resorption 
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von Knochen und wird daher in der Antiosteoporosetherapie eingesetzt (25). Es hat sich in 
ersten Studien herausgestellt, dass dieser Inhibitor nur an das humane Proteinprodukt bindet, 
jedoch nicht an das murine Gegenstück (26). Somit konnte dieses Medikament nie an den 
standardisierten präklinischen Mausmodellen getestet werden. Potenziell wirksame 
Substanzen können somit den üblichen standardisierten murinen Screening-Plattformen zur 
Medikamentenfindung entgehen und daher nie weiter untersucht werden (13). 
Ein neuer Ansatz ist die sogenannte „Humanisierung“ von Mausorganismen um diese 
Inkompatibilität zwischen den verschiedenen Spezies zu umgehen (13, 27-30). Die 
„Humanisierung“ beschreibt die Technik der Integration von menschlichem Zielgewebe in 
den Mausorganismus um entsprechende Pathologien wie etwa humane Knochentumore in 
einer humanen Mikroumgebung zu untersuchen. Dadurch können die zu untersuchenden 
menschlichen Tumore in ihrer originären Umgebung mit den angrenzenden zellulären und 
extrazellulären Gewebekomponenten auf der gleichen humanen Gen- und Proteinebene 
kommunizieren und entsprechend interagieren. Dies hat zum Ziel die gesehenen Resultate mit 
höherer Wahrscheinlichkeit richtig auf das klinische Setting übertragen zu können(13). 
 
Ziel dieser Arbeit war es verschiedene präklinische in-vivo-Modelle für die Anwendung an 
soliden Tumoren des Kindes- und Jugendalters zu etablieren und die Translation der 
Ergebnisse in die Klinik zu bewerten. 
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2 Arbeitsfelder der schriftlichen Habilitationsleistung 
  
Im Wesentlichen wurden 4 Arbeitsfelder bearbeitet:  
 
1. Arbeitsfeld 1 beschreibt die präklinische in-vitro- und in-vivo-Testung von 
Rapamycin (Sirolimus) und dessen Effekte auf das Wachstum des Hepatoblastoms. 
Dieses Medikament wird im Rahmen der Organtransplantation als 
Immunsuppressivum verwendet und kann somit im Falle des Leberersatzes bei nicht 
resezierbarem Hepatoblastombefall der Leber dienen. (F.Wagner et al. Rapamycin 
blocks hepatoblastoma growth in vitro and in vivo implicating new treatment options 
in high-risk patients. European Journal of Cancer. 2012 Oktober; 48(15):2442-50.)  
(31).  
 
2. Ein zweites Arbeitsfeld beschreibt die Entwicklung eines ektopen humanisierten 
Knochenmodells zur Anwendung am Osteosarkom (F. Wagner et al. A Validated 
Preclinical Animal Model for Primary Bone Tumor Research. Journal of Bone and 
Joint Surgery Am. (Juni 2016;98(11):916-25.)) (30). 
 
3. Arbeitsfeld 3 untersucht das unter 2. entwickelte Modell näher und versucht die 
Übertragung der gewonnen präklinischen Daten in die Klinik (F. Wagner et al. A 
humanized bone microenvironment uncovers HIF2 alpha as a latent marker for 
osteosarcoma. Acta Biomaterialia (April 2019;89:372-381)) (32). 
 
4. Arbeitsfeld 4 beschreibt die Entwicklung eines aufwendigeren orthotopen und 
modularen humanisierten tissue-engineerten Knochenmodells am Mausfemur. Dieses 
wird im Anschluss auf die Anwendbarkeit im Osteosarkom überprüft und die 
gewonnenen Daten auf den Menschen übertragen (F. Wagner et al. Humanization of 
bone and bone marrow in an orthotopic site reveals new potential therapeutic targets 
in osteosarcoma. Biomaterials 2018 Juli;171:230-246)) (33).  
 
 
Im Folgenden werden die Arbeitsfelder detaillierter beschrieben und die genannten 
Publikationen des Habilitanden zusammengefasst: 
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2.1 Arbeitsfeld 1: Untersuchung der Effekte von Rapamycin auf das 
Hepatoblastom am Mausmodell 
 
Sirolimus wurde ursprünglich auf der Osterinsel „Rapa Nui“ entdeckt. Zunächst wurde 
es für die Applikation als Antimykotikum getestet und daher Rapamycin genannt (34). Im 
Laufe der folgenden Jahre hat sich Rapamycin jedoch vor Allem als wirksames 
Immunsupressivum erwiesen und somit seine Anwendung in der Organtransplantation 
gefunden (35). Guba et al. konnten schließlich zeigen, dass Rapamycin im Gegensatz zu 
anderen klassischen Immunsuppressiva einen ausgeprägten Antitumor-Effekt aufweist (36). 
Dieser wurde insbesondere auf einen antiangiogenetischen Effekt zurückgeführt. Im 
Anschluss zeigten mehrere Studien, dass Rapamycin und seine Analoga - die sogenannten 
mTOR-Inhibitoren oder Rapaloga – das Wachstum von verschiedensten Tumorentitäten wie 
etwa Bronchial- und Mammakarzinom hemmen (36). Die Studien zeigten aber auch, dass die 
Hemmung des mTOR-Signalwegs nicht nur die Tumorangiogenese, sondern auch die 
allgemeine Proliferation von Tumorzellen unterdrückt (34) (Abb. 2.1.1). 2009 wurde 
Everolimus als erster mTOR-Inhibitor zur Anwendung im Nierenzellkarzinom in Deutschland 
zugelassen (37, 38). Auch in der pädiatrischen Patientenpopulation bestehen bereits 
Anwendungen im Falle von benignen Neoplasien wie der Tuberösen Hirnsklerose (39, 40).  
Hepatoblastompatienten werden üblicherweise in Standard-Risiko- und Hoch-Risiko-
Gruppen eingeteilt. Zur letzteren Gruppe gehören auch die sogenannten PRETEXT-IV-
Tumore welche alle 4 Lebersegmente betreffen und oft multifocal die Leber befallen. In 
diesen Fällen besteht meist die Indikation zur Transplantation (2, 41). Da hier im Anschluss 
eine medikamentöse Langzeit-Immunsuppression notwendig wird, liegt es nahe ein 
Immunsuppressivum zu wählen, welches auch Antitumor-Effekte besitzt. Rapamycin bringt 
aufgrund seiner oralen Applikationsform eine besser akzeptierte Anwendbarkeit in Kindern 
mit sich. Daher stellte sich die Frage, ob diese Substanz das Wachstum von Hepatoblastomen 
hemmen kann und so gegebenenfalls auch als Langzeit-Rezidivprophylaxe dienen kann. 
 
  
 
 
 
Abbildung 2.1.1. Rapaloga hemmen das sog. 
mTOR-1 (mamillian Target of Rapamycin-1) 
und damit den IGF/AKT/mTOR-Signalweg. 
Durch Bindung an den IGF-Rezeptor kommt 
es in der Signalkaskade zur Phosphorylierung 
und Aktivierung von AKT und im Verlauf zur 
Aktivierung von mTOR. Durch Rapaloga kann 
an mTOR die Phosphorylierung bzw. 
Aktivierung von p70S6-Kinase (p70S6K) und 
4E-binding protein 1 (4EBP1) verhindert 
werden. In verschiedensten Tumoren konnte 
über diesen Mechanismus eine Hemmung der 
Angiogenese, Zellproliferation und eine 
Induktion von Apoptose erreicht werden. 
(Abbildung aus Wullschleger et al.,Cell 2006 
(34). 
 
In der von uns durchgeführten Studie erfolgte zunächst die in-vitro-Testung von 
Rapamycin in Bezug auf ein potentielle Wachstumsinhibierung von Hepatoblastomzellen. 
Hierfür erfolgten MTT-Proliferations-Assays mit den drei bekanntesten humanen 
Hepatoblastomzellinien HUH6, Hept1 und HepG2. In diesen Assays konnte mit ansteigender 
Rapamycin-Konzentration im Zellmedium eine zunehmend signifikante Wachstumshemmung 
belegt werden (Abb. 2.1.2A). Genauere Untersuchungen ergaben, dass Rapamycin in allen 3 
Zelllinien den sogenannten „programmierten Zelltod“ (= Apoptose) induziert (Abb. 2.1.2B) 
und die Phosphorylierung - und damit die Aktivierung - der p70s6Kinase hemmt (Abb. 
2.1.2C). Dies beweist eine direkte Hemmung des mTOR-Signalwegs (Abb. 2.1.1). 
Daraufhin erfolgte die in-vivo-Testung von subkutan etablierten HUH-6-
Hepatoblastomen in der immunsupprimierten nu/nu-Balb/c-Maus. Hier konnte nach oraler 
Rapamycingabe über einen Therapiezeitraum von 21 Tagen ein signifikant kleineres 
Tumorvolumen in den behandelten Mäusen im Vergleich zu einer unbehandelten 
Kontrollegruppe nachgewiesen werden (Abb. 2.1.3). Dabei ergaben sich bereits ab Tag 5 
signifikante Unterschiede. In weiteren Analysen zeigte sich auch hier eine 
Dephosphorylierung und somit Deaktivierung der p70s6Kinase. Dies ist mit einer Hemmung 
der Proliferation in diesen Tumoren verbunden. Die detaillierten Ergebnisse dieser Arbeit 
konnten im European Journal of Cancer publiziert werden (F. Wagner, B. Henningsen et al. 
Rapamycin blocks hepatoblastoma growth in vitro and in vivo implicating new treatment 
options in high-risk patients. European Journal of Cancer. 2012;48(15):2442-50.) (31). 
 4 
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ungehindert! ablaufen.! Eine! wesentliche! Rolle! haben! dabei! die! Hypoxie6induzierbaren! Transkriptionsfaktoren!
HIF1α!und!HIF2α.!
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Als Konsequenz dieser Arbeit ist Rapamycin in das Studienprotokoll der aktuellen 
Hepatoblastom-Studie aufgenommen worden und wird in Fällen der Lebertransplantation als 
Immunsuppressivum empfohlen (42-44). Somit konnte durch die Ergebnisse dieser Arbeit 
eine Translation der präklinischen Ergebnisse in die Klinik erfolgen. Erste klinische Fälle 
werden bereits mit Rapamycin oder anderen mTOR-Inhibitoren behandelt. Langzeitstudien 
werden den Erfolg dieses Regimes beweisen müssen (44).  
 
 
Abbildung 2.1.2. (A) Hemmung des Tumorwachstums durch Rapamycin. Die Zelllinien HUH6, HepT1 und 
HepG2 wurden über 48h mit aufsteigender Rapamycinkonzentration behandelt. Zellvitalitäts-Analysen (cell 
viability) mittels MTT-Assay belegten eine konzentrationssabhängige Hemmung des Tumorwachstums. Die 
Ergebnisse wurden als Mittelwerte von 3 unabhängigen Experimenten (± Standardfehler der Mittelwerte (SEM)) 
dargestellt. * = signifikante Unterschiede im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe (0 nM) mit einem p-
Wert < 0.05. (B) Induktion der Apoptose durch Rapamycin. Cleaved Caspase-3-positive Zellen (= apoptotische 
Zellen) wurden nach 48-stündiger Inkubation mit 100nM Rapamycin gezählt und der prozentuale Anteil an 
apoptotischen Zellen ermittelt (apoptotic cells (%) ±SEM). * p < 0.05. (C) Hemmung des mTOR Signalwegs. 
Western blot Analyse von nicht-phosphoryliertem und phosphoryliertem p70S6K and 4E-BP1 in Rapamycin-
behandelten (100nM für 24h) und unbehandelten Hepatoblastomzellen. β-actin diente als Kontrolle für eine 
gleich verteilte Proteinkonzentration im Western blot-Gel. Abbildung modifiziert nach Wagner et al. 2012 (31) 
  
the control group received sterile water daily. Measuring
the tumour volume over time, we could see a significant
decrease in the rap mycin-treated group sta ting at day
5 after treatment (Fig. 2A). Tumour weight after the
21 day treatment was significantly decreased in the treat-
ment group (Fig. 2B). Determining AFP serum levels on
day 21, we could see lower AFP levels in the rapamycin
treated group, although this failed to be significant
(Fig. 2C). This was mainly due to one mouse of the
treatment group that did not respond to rapamycin,
had similar tumour growth kinetics as the control group
and whose AFP level exceeded 2000 ng/ml (data not
shown). There was no difference in terms of animal
health or weight during the whole therapy period of
21 days (data not shown).
3.3. Rapamycin inhibits proliferation and induces
apoptosis of subcutaneous t mours
Immunohistochemical stainings for Ki-67 of subcuta-
neous HB tumours revealed a significant reduced prolif-
eration in the rapamycin treated group (Fig. 3A).
Western blot analysis for cleaved PARP protein in three
randomly selected tumours per group corroborated our
in vitro data that rapamycin induces apoptosis, although
not significantly (Fig. 3B). However, the relative gene
expression levels of the anti-apoptotic B-cell lymphoma
2 gene (BCL2) and the pro-apoptotic BCL2-associated
X protein gene (BAX) between the rapamycin treated
and the control group was unchanged, as determined
by real-time PCR (data not shown).
Fig. 1. (A) Inhibition of growth. The cell lines HUH6, HepT1, and HepG2 were treated for 48 h with increasing concentrations of rapamycin as
indicated. Cell viability was analysed by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay in three independent
experiments (mean ± standard error of the mean (SEM)). (B) Induction of apoptosis. Cleaved caspase 3-positive cells were counted after 48 h
incubation with 100 nM rapamycin and the percentage of apoptotic cells was calculated of three independent experiments (mean ± SEM).
*P < 0.05 (unpaired Student’s t-test). (C) Inhibition of mammalian target of rapamycin (mTOR) signaling. Western blot analysis of non-
phosphorylated and phosphorylated p70S6K and 4E-BP1 was performed in rapa yci -treated (100 nM for 24 h) and untreated hepatoblastoma
(HB) cell lines. Immunodetection of b-actin served as a standard for equal protein loading of the gel.
F. Wagner et al. / European Journal of Cancer 48 (2012) 2442–2450 2445
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Abbildung 2.1.3. (A) Hemmung des Hepatoblastomwachstums in vivo. Mäuse mit humanen subkutanen HUH6-
Tumoren wurden für 21 Tage oral mit 5mg/kg/Tag Rapamycin behandelt. Eine Kontrollgruppe erhielt nur 
Wasser. Das mittlere Tumorgewicht (±SEM) war durch die Behandlung deutlich kleiner als die unbehandelten 
Tumore; * p < 0.05. (B) Mittels Western Blot konnte erneut eine Hemmung der phosphorylierten p70SK 
nachgewiesen werden (links). Die Quantifizierung des relativen phospho-p70S6K-Proteingehalts im Vergleich 
zum β-actin-Gehalt (Kontrollprotein) zeigte hier eine signifikante Hemmung (Graph rechts; * p < 0.05). (C) 
Immunhistochemische Färbungen der Tumore belegten einen geringeren Anteil an Ki67-positiven Zellen (braun) 
nach Rapamycinbehandlung, entsprechend einer geringeren Proliferationsrate in den Tumoren. Nach 
Quantifizierung  zeigte sich die Proliferation durch Rapamycin signifikant gehemmt (Graph rechts; * p < 0.05). 
Abbildung modifiziert nach Wagner et al. 2012 (31). 
 
 
 
 
 
2.2 Arbeitsfeld 2: Ein ektopes humanisiertes Knochenmodell als Plattform 
für die Erforschung von malignen primären Knochentumoren. 
 
 
Bei der Untersuchung von Knochentumoren liegt es nahe als humanisiertes Zielgewebe 
eine humane Knochenmikroumgebung zu schaffen in welcher die Biologie dieser Neoplasie 
naturgetreuer untersucht werden kann. In Vorarbeiten haben Holzapfel, Wagner und 
Thibaudaeu et al. ein humanisiertes Knochenmodel auf tissue-engineerter Scaffold-Basis 
etabliert (13, 27-29, 45, 46). Hierbei wurden Scaffolds, welche mit humanen Osteoblasten 
besiedelt waren, zusammen mit rekombinantem humanem bone morphogenetic protein 7 
(rhBMP-7) subkutan in immunsupprimierte Mäuse implantiert. In den folgenden Wochen 
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kam es zu einer Bildung von Knochenorganen, welche nicht nur humane 
Knochenmatrixbestandteile sondern auch humane vitale mesenchymale Zellen enthielten. In 
mehreren Studien wurden Knochenmetastasenmodelle entwickelt in welchen sich humane 
Mammakarzinom- und Prostatakarzinomzellen nach systemischer intravenöser Applikation 
bevorzugt in den implantierten humanisierten Knochenorganen ansiedelten und dort 
Metastasen bildeten. Es konnte gezeigt werden, dass die humane Knochenstruktur und deren 
interzellulären Interaktionen mit den Tumorzellen der menschlichen Natur nachgestellt 
werden kann. Diese präklinische Forschungsplattform wurde nun bereits intensiv untersucht 
und kürzlich im genauesten Detail unter anderem in Nature Protocols publiziert (29). 
Das soeben beschriebene Modell entspricht dem sogenannten „Bottom-up“-Ansatz (13, 
33). Dieser Ansatz definiert das Aufbereiten und Zusammenfügen aller einzelnen 
Gewebsbestandteile unter extrakorporalen Zellkulturbedingungen vor der Implantation. Die 
weitere Etablierung eines Knochenorgans ist dann wesentlich von der in-vivo-Differenzierung 
der implantierten Zelltypen während der ersten Wochen nach Implantation abhängig.  
 Um eine möglichst vollständige Humanisierung aller Gewebeanteile zu erreichen 
erfolgte in der nun beschriebenen Studie ein sogenannter „Top-down“-Approach (13, 30). 
Dieser Tissue-Engineering-Begriff ist definiert als die Implantation vollständiger 
Gewebestücke in einen immunsupprimierten Wirt. Hierbei werden möglichst viele ausgereifte 
Komponenten eines Gewebetyps integriert. In der nun beschriebenen Studie wurde im 
Rahmen von hüftendoprothetischen Operationen Knochen aus dem Acetabulum von Patienten 
gewonnen. Während der Ausfräsung der Hüftpfanne fällt zerkleinertes Knochenmaterial an, 
welches normalerweise verworfen wird. Da das Becken auch im höheren Alter das 
blutbildende Organ des Menschen darstellt enthält das gewonnene Knochenmaterial 
zusätzlich hämatopoetisch aktives Knochenmark (47). Dieses Material wurde zu Zylindern 
geformt und mittels Fibrinkleber in seiner Form fixiert. Zusätzlich wurde bei der subkutanen 
Implantation der Konstrukte unter die Rückenhaut von immunsupprimierten NOD-scid 
Mäusen rhBMP-7 zugesetzt. Dies fördert zum einen die Knochenbildung, andererseits wurde 
bewiesen, dass es die Ansiedelung von hämatopoetischen Zellen induziert (48-51).  
Zehn Wochen nach Implantation hatten sich unter der Haut der Versuchstiere 
Knochenorgane (sog. „humanized tissue-engineered bone organs“, hTEBO) gebildet. In den 
darauffolgenden Analysen zeigte sich, dass diese zum eine vitale humane zelluläre und 
extrazelluläre Knochenmatrixanteile, aber auch humane hämatopoetische Zellen beinhalteten 
(Abb. 2.2.1). Um diese humanisierte Knochenmikroumgebung für die Forschung an 
Knochentumore zu nutzen, erfolgte 10 Wochen nach hTEBO-Implantation die direkte 
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Injektion von humanen Osteosarkomzellen (Luc-SAOS-2) in die Konstrukte (Abb. 2.2.2A). 
Das Wachstum der Tumore konnte mittels Biolumineszenz-Imaging (BLI) verfolgt werden. 
Die etablierten Osteosarkome zeigten nicht nur den häufigsten histologischen Subtyp des 
Osteosarkoms - den osteoblastischen Subtyp - sie bildeten zudem in der Mehrzahl 
Lungenmetastasen. Da die Präsenz von Lungenmetastasen entscheidend für die Prognose des 
Patienten ist, ist dieses Ergebnis von erheblicher Bedeutung für die klinische Relevanz des 
Modells.  
Bei der anschließenden immunhistochemischen Analyse konnten zusätzlich VEGF und 
Periostin im humanisierten Osteosarkomen nachgewiesen werden. Diese sind als wesentliche 
Proteinmarker für das Osteosarkom beschrieben und sollen prognostische Relevanz für den 
Verlauf der Erkrankung besitzen (52-54). Zusätzlich wurde erstmals HIF2α in diesen 
humanisierten Osteosarkomen detektiert. Bei der Analyse einer Patientenprobe zeigte sich ein 
ähnliches Expressionsmuster, wie im humanisierten präklinischen Osteosarkom (Abb. 2.3.3). 
In einer Kontrollgruppe von Mäusen, in welcher Osteosarkomwachstum durch die klassische 
intratibiale Injektion von Luc-SAOS-2 induziert wurde, konnten diese Marker in den 
generierten Tumoren nicht nachgewiesen werden. Dies legt den Schluss nahe, dass das neu 
entwickelte humanisierte Osteosarkommodell der Erkrankung im Menschen auftretenden 
Erkrankung eher entspricht. Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden im Journal of Bone and 
Joint Surgery (Am) publiziert (F. Wagner, BM. Holzapfel et al.; A Validated Preclinical 
Animal Model for Primary Bone Tumor Research. J Bone Joint Surg Am. 2016;98(11):916-
25.) (13, 30).  
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Abb. 2.2.1. Etablierung von „humanized tissue-engineered bone organs“ (hTEBO). Zehn Wochen nach 
subkutanem in-vivo-Wachstum in NOD-scid-Mäusen entwickelten sich makroskopisch Knochenorgane (A). 
Mikrocomputertomographien (µCT) zeigten trabekuläre Strukturen umgeben von einem äußeren Knochenkortex 
(B). Histologische H&E-Färbungen zeigten zusätzlich vitale Knochenmarkbestandteile (C). In den 
Knochenlakunen fanden sich vitale Osteozyten (Pfeile in D). Wie durch die positive immunohistochemische 
Färbung für humanes Osteocalcin (OC) dargestellt, war die Knochenbildung noch immer aktiv (D). Weitere 
Färbungen mit humanspezifischen (hs) Antikörpern gegen CD146 zeigte entsprechend positive Zellen (braun) in 
der Nachbarschaft zu Sinusoiden und wurden dadurch als mesenchymale Stamzellen (MSZs) identifiziert (Pfeile 
in E). Ein Anti-hsCD45-Antikörper wies humane Leukozyten nach (Pfeile in F). Durchflusszytometrische 
Analysen des Knochenmarks der hTEBOs für humanes CD45 und CD34 konnten humane hämatopoetische 
Stammzellen nachweisen (E). Tr = Trabekel; Cx = Kortex; BM = Knochenmark; SSC = Side Scatter. Abbildung 
modifiziert nach Wagner et al. 2016 und 2018 (13, 30). 
accompanied by regions of high cellular density and high
proliferative activity as depicted by Ki67 staining.
Staining for hsNuMa proved that tumor cells were in-
deed of human origin. The overall histomorphological ap-
pearance was similar to that of the osteoblastic subtype of OS
in humans.
Hematoxylin and eosin staining of lung tissue demon-
strated metastases with human osteoid as shown by the pres-
ence of eosinophilic extracellular deposits (Fig. 4). Metastases
were positive for Ki67 and hsNuMa, demonstrating that the
lung lesions were proliferating and of human origin.
Prognostic Markers Are Expressed at the Primary and
Secondary Tumor Sites
Immunohistochemical staining for clinically relevant prog-
nostic markers proved the presence of HIF-2a in regions
within the humanized tumors with accompanying high levels
of VEGF expression30,37-39 (Fig. 5). HIF-1a was randomly
Fig. 2
Establishment of an hTEBO. After 10 weeks of subcutaneous in vivo growth in NOD-scid mice, ossicles (Fig. 2-A) with trabecular formations and an
outer cortex-like structure have formed as seen onmCT (Fig. 2-B) and hematoxylin and eosin (H&E) staining (Fig. 2-C), with the latter showing a viable bone
marrow compartment (n = 6 of 6 samples). Viable osteocytes w re still re iding within the lacunae (arrow i Fig. 2-D) and bone formation was still
ongoing as depicted by staining for human osteocalcin (OC, antibody not reactive to mouse; n = 6 of 6). Immunohistochemical analysis using human-
specific (hs) antibodiesshowedhsCD1461 cells thatwere located in direct proximity to sinusoidsand thereforewere identifiedasMSCs (arrows inFig. 2-E;
n = 6 of 6). Anti-hsCD45 is a panleukocytic ant body and stained in particular parasinusoidal cells (arrows in Fig. 2-F; = 6 of 6). Flow cytometric analysis
of two ossicles (Fig. 2-G) verified the presence of human HSCs by staining for hsCD34 and hsCD45 after excluding murine cells with muCD45.
Tr = trabeculae, Cx = cortex, BM = bone marrow, and SSC = side scatter.
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Abbildung 2.2.2. Etablierung eines humanisierten OS-Modells. Fünf Wochen nach Injektion von Luc-SAOS-2-
Zellen in die hTEBOs (unter radiologischer Kontrolle (A)) zeigte sich im Biolumineszenz-Imaging in 11 von 12 
Mäusen ein Osteosarkom (B). µCT-Analysen zeigten eine osteoblastische Formation (C, Pfeil). In der 
histologischen Aufarbeitung zeigte sich schließlich eine Neoplasie, welche humanes Kollagen I (hsCol-I) 
produzierte (G). H&E-Färbungen zeigten Areale mit extensiver Bildung von extrazellulärer Matrix und Osteoid 
(D; Pfeil) benachbart zu Regionen mit hoher Zelldichte (Stern). Mittels Ki67-Färbungen konnte in diesen 
Regionen eine erhöhte Zellproliferation (E) nachgewiesen werden. Diese Zellen zeigten sich hsNuMa-positiv 
und damit humanen Ursprungs (F). Die Gewebemorphologie zeigte sich ähnlich wie im humanen OS (5H&I). 
Abbildung modifiziert nach Wagner et al. 2016 und 2018 (13, 30). 
  
expressed (in 2 of 5 analyzed samples). Staining for periostin
was positive in the primary humanized tumor. Equivalent staining
of a sample from a patient with OS showed the same expression
pattern for HIF-2a, VEGF, and periostin29.
Intratibial Tumor Growth Depicts Different OS Patterns
To compare the humanized OS model with the conventional
model, Luc-SAOS-2 cells were injected into the left tibia of 6
mice (Fig. 6). Micro-CT analyses demonstrated an exophytic
growing tumor located at the proximal part of the tibia.
Immunohistochemical staining was positive for hsCol-I and
hsNuMa. These cells were again highly proliferative as shown
by Ki67 staining.
Histological assessment of the tumormorphology showed
the intratibial tumors to be more homogeneous with fewer
osteoid-rich areas than the humanized OS and the OS found in
patients (Fig. 3). Additionally, cell nuclei and cell shape ap-
peared more spherical and uniform.
After 5 weeks, a positive bioluminescence imaging signal
was detected within the tibia of 3 of the 6 mice. To compare the
metastatic load of the lungs after 5 weeks, the average radiance
of both groups was calculated with in vivo bioluminescence
Fig. 3
Establishment of a humanized tissue-engineered OS model. Five weeks after injection of Luc-SAOS-2 cells into the hTEBOs (Fig. 3-A), 11 of
the 12mice showed evidence of tumor as verified by biolumine ence imaging (Fig. 3-B). Micro-CT showed amainly osteoblastic tumor formation (Fig. 3-C,
arrow), which was identified as a neoplasm producing human collagen-I depicted by immunohistochemical analysis (Fig. 3-G; n = 6 of 6). Hematoxylin
and eosin (H & E) staining showed areas with extensive extracellular matrix formation (Fig. 3-D) next to tumor regions of high cell density (asterisk)
with areas of osteoid (arrow). Th areas with high cellularity showed an increased proliferation as depicted by Ki67 staini g (Fig. 3-E; n = 6 of 6), and cells
within these areaswere shown to be human as verified by positive hsNuMastaining (Fig. 3-F; n=6 of 6). The tissuemorphology of humanizedOS (Figs. 3-D
and 3-G) looked similar to the histological appearance of a human osteosarcoma (Figs. 3-H and 3-I).
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Abbildung 2.2.3. Evaluation der Markerexpression in den verschiedenen Modellen und im Menschen. 
Immunhistochemische Färbungen zeigten im humanisierten Osteosarkom Inseln mit erhöhter VEGF-Expression 
(A). Dies war verbunden mit einer hohen Expression von HIF2α in diesen Arealen (D). Ebenso konnte Periostin 
im humanisierten Osteosarkom nachgewiesen werden (G). Die Expression dieser Marker war vergleichbar mit 
einer Osteosarkompatientenprobe (B&E&H). In den intratibialen Tumoren konnten diese Marker nicht 
nachgewiesen werden (C&F&I). Skalierungsbalken entsprechen 100µm. Abbildung modifiziert nach Wagner et 
al. 2016 und 2018 (13, 30). 
  
imaging. Although the radiance was doubled in the hTEBO
group (average [and SEM], 4.00 · 103 ± 0.40 · 103 p/s/cm2/sr)
in comparison with the intratibial group (2.04 · 103 ± 1.82 ·
103 p/s/cm2/sr), this difference was not significant (p = 0.648).
Staining for HIF-2a, VEGF, and periostin was negative in the
analyzed intratibial OS samples (Fig. 5).
Fig. 4
Evaluation of themetastatic potential of the model. Lung metastasis originating from humanized OS showed the production of osteoid (Fig. 4-A, arrow;
hematoxylin and eosin [H & E]). Cells within the lesion proved to be human when stained for hsNuMa (Fig. 4-B), therefore identifying them as OS
metastasis. Ex vivo bioluminescence imaging of harvested lungs (Fig. 4-C) demonstrated lung metastasis in 8 of 11 mice after 5 weeks. Scale bars
depict 100 mm.
Fig. 5
Evaluation of marker expression. Immunohistochemical staining showed islets with an increased expression of VEGF (Fig. 5-A; n = 4 of 5) accompanied by a high
expression of HIF-2a (Fig. 5-D; n = 4 f 5). Periostin was detected in humanized OS (Fig. 5-G; n = 4 of 5). Intratibial tumors were all negative for these markers
(Figs. 5-C, 5-F, and 5-I; n = 0 of 3) in comparison with the humanized OS and an OS patient sample (Figs. 5-B, 5-E, and 5-H). Scale bars depict 100 mm.
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2.3 Arbeitsfeld 3: Die Translation präklinischer Daten aus einem ektopen 
humanisierten Knochenmodell identifiziert HIF2α als potentiellen 
Osteosarkommarker 
 
Um sich selbst ausreichend mit Nährstoffen versorgen zu können, benötigt ein solider 
Tumor zum progressiven Wachstum die Bildung von neuen Blutgefäßen (sog. 
Tumorangiogenese). Im Zentrum eines rasch wachsenden Tumors entsteht chronischer 
Sauerstoffmangel (Hypoxie). Hypoxie ist dabei ein wesentlicher Induktor für die Bildung 
neuer Gefäße (sog. „Neoangiogenese“) (55). Die Hypoxie-induzierbaren 
Transkriptionsfaktoren (HIF) initiieren dabei eine Signalkaskade, welche zur Neubildung von 
Gefäßen führt. Für eine Reihe von Tumorentitäten ist die Wichtigkeit von HIF1α und HIF2α 
belegt (13, 56-58). Zum Beispiel führt eine Expressionssteigerung dieser 
Transkriptionsfaktoren zu einer Aktivierung des vaskulären endothelialen Wachstumsfaktors 
(VEGF). Dieser ist einer der potentesten derzeit bekannten pro-angiogenetischen Faktoren 
(59). HIF1α wird dabei früh in der „akuten Tumorwachstumsphase“ exprimiert und leitet die 
ersten Schritte zur Induktion der angiogenetischen Signalkaskade ein. HIF2α steigt später in 
das Geschehen ein und hat multiple Einflüsse auf Proliferation, Invasion und Zellinfiltration 
eines Tumors. HIF2α scheint zusätzlich auf die Regulation der Proliferation und der 
Differenzierung adulter mesenchymaler Stammzellen Einfluss zu nehmen (55, 56).  
Da die Expression von HIF2α im Osteosarkom bisher nicht beschrieben wurde, lag es 
im Hinblick der vorausgehenden Studie nahe, die Expression dieses Markers im Osteosarkom 
näher zu untersuchen (13). Zunächst galt es die Frage zu klären, ob die Expression von HIF2α 
von der umgebenen Mikroumgebung abhängig ist. Knochenkonstrukte mit unterschiedlicher 
ossärer Mikroumgebung zu generieren wurden erneut hTEBOs in Mäuse implantiert (Abb. 
2.3.1 für Versuchsablauf). Dabei wurde in die linke Flanke der Mäuse ein Knochenkonstrukt 
mit rhBMP-7 (hTEBO+) und in die rechte Flanke ein Konstrukt ohne rhBMP-7 (hTEBO-) 
implantiert. Wie schon in der vorrausgehenden Studie zeigten sich die Konstrukte mit 
rhBMP-7 nach 10-wöchiger, subkutaner in-vivo-Integration vital mit neu gebildetem 
Knochengewebe, die Konstrukte ohne rhBMP-7 stellten sich als Knochenreste ohne vitaler 
Knochenmatrix und avitalem Knochenmark dar. Somit wurde davon ausgegangen, dass der 
Grad der vitalen Humanisierung durch die Zugabe von rhBMP-7 erhöht werden kann und 
folglich die hTEBO+ als „humanisiert“, die hTEBO- als „kaum oder nicht humanisiert“ 
bezeichnet. Es wurden erneut Luc-SAOS-2-Zellen injiziert (Abb. 2.3.2). 
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Mittels PCR-Analysen und immunhistochemischer Quantifizierung wurde die 
Expression der in der Literatur beschriebenen osteosarkomspezifischen Marker Ezrin, VEGF, 
HIF1α, HIF2α und Periostin bestimmt (Abb. 2.3.3.). Hier zeigte sich deutlich, dass HIF2α in 
den Osteosarkomen, welche von humanisierten hTEBO+ umgeben waren, signifikant höher 
exprimiert wurde als in den Osteosarkomen in den nicht-humanisierten hTEBO-. 
 
 
 
 
Abbildung 2.3.1. Versuchsablauf. Erläuterungen siehe Text. Modifiziert nach Wagner et al. 2018 und 2019 (13, 
32). 
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Abb. 2.3.2. H&E-Färbungen zeigen Unterschiede in der Knochenmikroumgebung innerhalb der hTEBOs. In der 
hTEBOs+ Gruppe zeigten sich die Tumore (#) umgeben von Knochenmark (BM) und vitaler Knochenmatrix. 
Dies zeigte sich an vitalen Osteozyten innerhalb der Knochenlakunen (weiße Pfeile). Tumore innerhalb hTEBO- 
waren nicht von Knochenmark, sondern von fibrösem Gewebe oder Fett (FT) und toter Knochenmatrix (leere 
Knochenlakunen ohne Osteozyten; schwarze Pfeile) umgeben. Modifiziert nach Wagner et al. 2018 und 2019 
(13, 32). 
 
 
In 1995, they were the first to describe the implantation of
human fetal lung fragments and human fetal bone marrow into
SCID mice to develop what they have defined as an ‘‘all-human
model” [34]. The majority of intravenously injected and systemi-
cally circulating human lung cancer cells homed to the previously
implanted human tissues. Over the years, this model has been
modified and applied to other cancers like prostate and breast
tumors [33,35]. Pettway and McCauley have described various
tissue-engineered in vivo bone formation assays [19]. Murine
bone marrow mesenchymal stem cells grown within gelatin scaf-
folds were implanted subcutaneously in mice and utilized as an
in vivo model for osteoporosis and prostate cancer bone metasta-
sis research. Since then, these models have been further devel-
oped and applied to other tumor entities [17,19,21,23,36–42].
These platforms enable researchers to modify cell types, growth
factors and extracellular matrix components based on their
research hypothesis. Various cell types can be added and geneti-
cally modified in order to generate humanized bone
microenvironments.
Compared to these humanization approaches, the herein
described bone chip model lacks the option of modification in most
parts but offers a simple setup. Other research groups previously
implanted human bone micro-chips from femoral heads subcuta-
neously in NOD/scid mice [43]. Although the authors claimed to
have generated a functional humanized bone that also contained
human bone marrow fractions 12 weeks post-implantation, the
presented data and histological sections failed to show a viable
bone matrix and bone marrow compartment within these con-
structs. However, such components influence tumor behavior sub-
stantially [44]. Here we describe a preclinical model that allows
control over the marker expression of a single OS cell line by
changing the properties of a humanized microenvironment by
the administration of rhBMP-7. [17,18,45].
BMPs are known to influence tumor growth [46–49]. Therefore,
one might argue that the differences in our results could have been
direct effects of rhBMP-7 still present in hTEBOs at the time of
tumor cell injection. However, Berner and Boerckel et al showed
that BMPs are not detectable anymore in the tissue-engineered
bone constructs within 2 weeks post-implantation due to their rel-
atively short half-life in vivo [45,50]. Despite this fact, we chose a
time point of 10 weeks post-implantation of hTEBOs for Luc-
SAOS-2 injection in order to minimize the influence of rhBMP-7
on OS growth. Additionally, we performed qRT-PCR analysis and
did not find altered BMP-7 levels within the tumors in both groups
(Supplementary Fig. 1). Thus, we conclude that the differences in
OS marker expression are a result of the humanized bone microen-
vironment which was induced by administration of rhBMP-7
rather than a direct BMP effect.
Wan and Zhong et al described an elevated number of ezrin-
expressing circulating tumor cells (CTCs) in metastatic OS
[13,14]. In our humanized ossicles, we found a downregulation of
ezrin compared to non-humanized ossicles. Due to the nature of
our experimental setup, in which hTEBO+ and hTEBO! were
implanted simultaneously in the same murine host, we were
unable to measure the number of ezrin-expressing CTCs and simul-
taneously identify from which OS-carrying hTEBO these cells were
derived. However, we demonstrated that the expression of ezrin
within the primary tumor is modulated by changing the surround-
ing bone microenvironment.
Periostin upregulation was linked to poor prognosis in OS in the
literature [10], yet a significant difference in expression of this
matrix protein was not detected by changing the microenviron-
ment in our study. Brown et al showed that periostin expression
is dependent on the histological subtype of OS, with increased
levels in osteoid-rich areas [51]. Nevertheless, periostin expression
was present in our preclinical model, indicating the similarity of
our OS platform to the pathology seen in patients. Future studies
could be performed to answer the hypothesis if different
subtype-specific OS cell lines would result in changes of periostin
expression. However, we chose SAOS-2 cells as this cell line was
described numerous times for published preclinical OS models
and served as a proof-of-principle platform for our research ques-
tion [18,23,52,53]. Although we used female donors for human
bone implants, we cannot exclude that the utilization of male mice
and the fact that SAOS-2 cells were initially harvested from a
female donor after undergoing chemotherapy might represent an
altered picture of human OS from an antigen representation per-
spective [4–6,54].
We discovered significant differences in VEGF expression
between our patient groups as described in early reports, which
correlated VEGF with a poor prognosis for OS patients. Newer stud-
ies with larger patient numbers were inconclusive [8,9,11], which
is in line with our in vivo data. We did not detect significant differ-
ences in VEGF expression between humanized and non-humanized
ossicles.
Both HIF1a and HIF2a are upregulated in tumor tissues under
hypoxic conditions [55]. The majority of solid tumors have
regions of low oxygen and high oxygen demand due to rapid
growth and high cell proliferation. HIFs induce a permissive niche
for primary tumors and metastases by stimulating tumor angio-
genesis. In particular, HIF2a is activated in conditions of pro-
longed hypoxia and is more likely in tumor expansion, whereas
HIF1a is upregulated in acute hypoxia [56–58]. Although HIF1a
was expressed in both non-humanized and humanized ossicles,
in our patient cohort, we detect low HIF1a expression levels. This
is in contrast to a study by Mizobuchi et al in which HIF1a
expression was seen in 35% of the OS cases [11]. HIFs are
expressed in regions with low oxygen tension and therefore not
in all regions of a rapidly growing tumor [55–57]. Yet, the assem-
bly of our TMAs, with multiple samples from different vital tumor
Fig. 3. H&E images showing microenvironmental differences within hTEBOs. In the
hTEBO+ group, tumors (#) were enclosed by bone marrow (BM) and viable bone as
indicated by osteocytes resi ing i the bone lacuna (white arrows). Tumors (#)
withi hTEBO!were not surround d by bone marrow but by fibrous tissue (FT) and
non-viable bone as indicated by empty lacunae without osteocytes (black arrows).
Scale bars, 200 mm.
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Abbildung 2.3.3. (A) Representative immunhistochemische Abbildungen von Osteosarkomen innerhalb 
hTEBOs. (B) Die Genexpression von EZRIN, VEGF, HIF1α, HIF2α und PERIOSTIN wurde als 2^∆∆ct relative 
zur Kontrolle (hTEBO-) ± SEM ausgedrückt (hTEBO- -Genexpression wurde kalibriert zum “house keeping 
gene” RPLA13A und als Null gesetzt). (C) Mittlerer prozentualer Anteil positivgefärbter Zellen je Gruppe der 
entsprechenden Marker dargestellt als Boxplots. Zahlen innerhalb der Graphen geben den Mittelwert ±SEM je 
Gruppe an. Modifiziert nach Wagner et al. 2018 und 2019 (13, 32).   
 
 
Nun stellte sich als zweite Frage, ob eine Expression von HIF2α in 
Osteosarkompatienten zu finden ist, und ob sich hier eine klinische Relevanz für die HIF2α-
Expression ergibt. Hierfür standen – auch in Zusammenarbeit mit den Kollegen der 
Orthopädie und Pathologie des Klinikums rechts der Isar der Technischen Universität 
München - mittels Tissue Micro-Arrays histologische Proben von 70 Osteosarkompatienten 
vor Chemotherapie zu Verfügung (Abb. 2.3.4.). 
areas of each patient, does not explain these differences. More-
over, several studies demonstrated that HIF1a and HIF2a have
opposing effects on tumor growth and spread [59,60], yet, it is
somewhat surprising that HIF2a has not been sufficiently studied
in OS [18]. Several studies indicate the importance of HIF2a in
bone malignancies as high HIF2a levels are associated with poor
prognosis in patients with breast, lung, bladder and colorectal
cancer and neuroblastoma [55,58,61,62]. The HIF2a inhibitor
PT2399 has been tested as a targeted therapeutic strategy in solid
cancers [63]. HIF2a modulates macrophage migration and is
expressed in tumor-associated macrophages residing in bone
[64]. The HIF-signaling pathway in osteoblasts modulates ery-
thropoiesis and high HIF activity in osteoblasts has an impact
on the hematopoietic stem cell niche, bone formation and angio-
genesis in skeletal development [65,66].
Although there is a link between HIF2a and VEGF expression
as both are i volved in angiogenesis [55], our study showed a
simultaneous upregulation of HIF2a, at the mRNA and protein
levels in humanized OS, yet no significant difference in VEGF
levels. Thus, we investigated the HIF2a expression pattern in
greater detail. Although we did not find a clear correlation
between HIF2a and VEGF levels in our OS patient cohorts, the
majority of patients expressed HIF2a. In particular, HIF2a was
upregulated in patients with primary OS located at the jaw or
temporal region. We noticed a significant lower HIF2a expression
in UICC stage II OS patients compared to stage I patients. We
know from other tumors that not only high but also low expres-
sion patterns of tumor markers has an important prognostic
value. For example, low expression of a-feto-protein correlates
with poor prognosis in hepatoblastoma patients [67–69]. Further
studies will need to be performed to assess if low HIF2a expres-
sion is an indicator for an unfavorable prognosis in stage II OS
patients. Importantly, the expression of HIF2a was downregu-
lated in patients who received chemotherapy, probably due to
interruption of the proliferative and angiogenic signaling cascades
by this cytotoxic treatment.
In conclusion, the expression of potential tumor markers at the
mRNA and protein level upon changes in the humanized microen-
vironm nt of the bone niche induced by administration of rhBMP-
7 is of clinical importance in OS. Our preclinical and patient data
indicate that HIF2a is a potential prognostic marker and/or possi-
ble therapeutic target for OS. The underlying cellular and extracel-
lular mechanisms need to be further studied to develop new
targeted therapies.
Fig. 4. IHC and qRT-PCR analyses of hTEBOs. (A) Representative IHC images of OS within hTEBOs. Tumor areas are depicted with (#), marker-positive cells are brown (black
arrows). Scale bars, 100 mm. (B) mRNA expression levels for EZRIN, VEGF, HIF1a, HIF2a and PERIOSTIN are expressed as 2^DDct relative to hTEBO ± SEM. The hTEBO! mRNA
levels were normalized to the housekeeping gene RPL13A and set to zero. (C) IHC quantification of protein expression by calculation of the percentage of positive cell counts
for the respective marker. Boxplots show 25th percentile at the bottom and 75th percentile at the top of box, thick line = mean, thin line inside box = median, bar = maximum
and minimum of data, black dots = outliers. Numbers underneath graphs depict the mean percentage per group ± SEM. *p " 0.05, **p " 0.001.
6 F. Wagner et al. / Acta Biomaterialia xxx (xxxx) xxx
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Abbildung 2.3.4. TMA-Analyse von 70 Patienten (A) Representative immunhistochemische Färbung für HIF2α eines 
Patienten mit Osteosarkom des Kiefer (jaw, links) und eines Patienten mit Osteosarkom am Femur (Mitte) vor 
Chemotherapie (noCtx) und nach Chemotherapie (after Ctx, rechts). Die Graphen zeigen die quantitiative Ergebnis der 
immunhistochemischen Analysen bezüglich Lokalisation des Primärtumors (B), UICC Stadium (C), histologischem Subtyp 
(D) und Ansprechen auf Chemotherapie (E). Die Ergebnisse für den mittleren prozentualen Anteil an HIF2α- bzw. VEGF-
positive Zellen (% HIF2α and VEGF positive cells) sind als Boxplots dargestellt. Die graue breite Linie innerhalb der 
Boxplots gibt den Mittelwert an, die dünne schwarze Linie den Median. Der kombinierte VEGF-Score nach Saponaro and 
Schirosi et al. (CombVEGF score) ist als Mittelwert je Gruppe dargestellt (± SEM). # p < 0.050, ## p ≤ 0.01, ### p ≤ 0.001. 
Modifiziert nach Wagner et al. 2018 und 2019 (13, 32). 
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 HIF2α war durchgängig in Osteosarkompatienten nachzuweisen. Der 
durchschnittliche prozentuale Anteil an HIF2α-positiven Zellen in der 
immunhistochemischen Analyse (%HIF2α) betrug 27,4% ± 11,1% in allen Patienten vor 
Chemotherapie. Die Proteinexpression von HIF2α war in Osteosarkomen erhöht, welche 
primär am Kiefer lokalisiert waren (Abb. 2.3.4B). In Patienten mit einem UICC-Stadium I 
zeigte sich ebenfalls eine Erhöhung der HIF2α-Expression im Vergleich zu Stadium-II-
Patienten (Abb. 2.3.4C). Kein Unterschied ergab sich dagegen zwischen T1- und T2-Tumore.  
Von anderen Tumoren des Kindesalter ist bekannt, das seine niedrigere Expression von 
Tumormarkern mit einer ungünstigeren Prognose einhergehen. Eine niedrigere Expression 
von α-feto-protein (AFP) bei Hepatoblastompatienten korreliert zum Teil mit einer 
schlechteren Prognose (60-62). Dies könnte auch für Osteosarkompatienten im UICC 
Stadium II – mit typischerweise schlechterem Krankheitsverlauf- der Fall sein. Gleichzeitig 
kann die Höhe des AFP-Spiegels als Monitoring für die Therapie verwendet werden, da nach 
Chemotherapie und Resektion dieses Lebertumors typischerweise die AFP-Spiegel im Serum 
abfallen. 
Zwischen den histologischen Subtypen war kein Unterschied in der HIF2α-Expression 
zu erkennen (Abb. 2.3.4D). Jedoch war %HIF2α bei Patienten, welche Chemotherapie 
erhielten signifikant niedriger als vor Chemotherapie (p<0.001; Abb. 2.3.4E). Dennoch sind 
weitere Untersuchungen notwendig, um zu klären in wie weit dieses Ergebnis von klinischem 
Stellenwert ist. 
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2.4 Arbeitsfeld 4: Ein modulares humanisiertes orthotopes Knochenmodell 
zur präklinischen Forschung an primären Knochentumoren 
 
In einem weiteren Schritt wurde ein modulares orthotopes humanisiertes 
Knochenmodell entwickelt. Mittels Scaffold-basierter Technik wurde in vitro aus mehreren 
variablen Bestandteilen ein Knochenkonstrukt erzeugt, welches am Femur der Maus platziert 
wurde um im weiteren Verlauf eine in-vivo-Differenzierung durchzumachen.  
Dabei wurden humane mesenchymalen Progenitorzellen (MPZ) im Rahmen von 
Knieprothesen-Operationen isoliert und ein 3-dimensionales resorbierbares tubuläres ε-
Policaprolactonsäure-(PCL)-Gerüst (Scaffold) mittels Elekromelt-Spinning generiert. Im 
Anschluss wurden diese mit Ca-Phosphat beschichtet und mit MPZ besiedelt. Nach 2-
wöchiger Proliferationsphase unter Standard-Zellkultivierungsbedingungen erfolgte die 
osteogene Differenzierung der MPZ in Osteoblasten für weitere 4 Wochen um zusätzlich 
weitere Knochenmatrixbestandteile zu produzieren (8). Im Anschluss erfolgte die 
Aufbringung eines präkapillarisierten Gefäßnetzwerkes aus humanen umbilikalen venösen 
Endothelzellen (HUVEC) innerhalb eines star-PEG-Heparingeles (Abb. 8A). Für die 
Versuche wurden immunsupprimierte non-obese diabetic/severe combined immunodeficiency 
(NOD-scid) und NOD-scid-gamma (NSG) Mäuse verwendet. Es erfolgte am rechten 
Oberschenkel ein seitlicher Längsschnitt entlang des Femurverlaufs. Nach Spaltung des 
Tractus iliotibialis wurde das Femur von der umgebenden Muskulatur befreit. Mittels einer 
Kanüle wurde eine Corticalisfenster geschaffen und somit der Knochenmarkraum in Richtung 
Scaffold eröffnet. Im Anschluss wurden die vorbereiteten Scaffolds um das exponierte Femur 
platziert (Abb. 2.4.1B). Es folgte die Versiegelung mittels einer Fibrinmatrix (TISSEEL). Das 
verwendete Fibrin wurde direkt vor Applikation mit 20µg rekombinantem humanem bone 
morphogenetic Protein-7 (rhBMP-7) vermengt. Im Anschluss erfolgte der schichtweise 
Wundverschluss.  
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Abbildung 2.4.1. Konstruktion ohTEBCs. Erläuterungen siehe Text und (13). 
 
6 Wochen nach Scaffold-Implantation erfolgte die Euthanasie eines Teiles der Mäuse. 
Das orthotope Knochenmaterial wurde zur weiteren Analyse in allen untersuchten Mäusen 
neu gebildeter Knochen am Femur konserviert. Dies konnte zum einen mittels Röntgen, aber 
auch mit µCT bestätigt werden (Abb. 2.4.2A). Dabei konnte die Neuformierung von 
Trabekeln und einer äußeren Neokortikalis (Cx) gefunden werden. In der histologischen 
Analyse mittels H&E-Färbung (Abb. 9B) zeigte sich das Mausfemur (MF) zirkulär von 
neuem Knochen umschlossen, die Trabekelzwischenräume waren mit Blutmark (BM) und 
Fettmark (FM) gefüllt. Das bei Implantation geschaffene Kortikalisfenster, welches einen 
Zellaustauch erlauben soll, konnte ebenfalls dargestellt werden (schwarzer Pfeil).  
Im Falle der NSG Mäuse erfolgte zunächst die in-vivo-Formierung des orthotopen 
Knochens für 5 Wochen. Um eine zusätzliche Humanisierung des Knochenmarks zu 
erreichen erfolgte im Anschluss daran eine Knochenmarktransplantation mittels retrobulbärer 
Injektion von humanen CD34 positiven hämatopoetischen Stammzellen (HSZ, Lonza). 15 
Wochen nach Transplantation wurde ein Teil der Mäuse euthanasiert und das geerntete 
Knochenmark mittels Flow-Zytometrie auf den Grad der Humanisierung untersucht. 
Immunhistochemische Färbungen für CD34 bestätigten, dass sich im Knochenmarksraum 
HSZ befinden (Abb. 2.4.2I). In der Durchflusszytometrie konnten auch noch 15 Wochen nach 
Knochenmarktransplantation humane hämatopoetische CD45 positive Zellen im geernteten 
Knochenmark nachgewiesen werden (Abb. 2.4.2C und im Detail (33)). Färbungen für 
humanspezifisches Kollagen Typ I (hsCol-I) und Nuclear mitotic apparatus protein 1 
(hsNuMa) bestätigten, dass Teile der neu gebildeten Knochenmatrix und zelluläre 
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mesenchymale Bestandteile menschlichen Ursprungs waren (Abb. 2.4.2D&E). 
Bei einem Teil der Tiere erfolgte nach in-vivo-Integration des humanen Knochens und 
Knochenmarks dagegen die Injektion von 5x105 Luc-SAOS-2-Zellen direkt in die ohTBECs. 
8 Wochen nach orthotoper Luc-SAOS-2-Zellinjektion in NOD-scid-Mäusen zeigte sich 
mittels BLI (Abb. 2.4.2F) eine Etablierung von Tumoren im orthotopen Knochen und in der 
Lunge in jeweils nur 10,0%. Bei der Verwendung von NSG-Mäusen zeigte sich dagegen 
bereits 7 Wochen nach Tumorzellinjektion eine Etablierung von orthotopen Osteosarkomen in 
100% und Lungenmetastasen in 50% der Fälle. Histomorphologisch zeigten sich alle Aspekte 
eines Osteosarkoms (Abb. 2.4.2G). Die Tumore bildeten pathognomonisches Tumorosteoid 
und infiltrierten die Knochenkortikalis sowie die umgebende Muskulatur. 
Immunhistochemische Färbungen zeigten, dass die Tumorzellen hsCol-I bildeten (Abb. 
2.4.2H). Weiterhin zeigten Färbungen für hsCD34, hsCol-4 und GFP, dass die mit dem 
Scaffold implantierten HUVEC nach 27 Wochen noch immer in den ohTEBCs präsent waren 
und der Tumor diese zur Neoaangiogenese zu nutzen scheint (Abb. 2.4.2I und im Detail (33)).  
In den Lungen der Tiere zeigten sich ebenfalls Läsionen, welche Osteoid und humanes 
nukleäres Lamin A/C bildeten (Abb. 2.4.2J). Die proliferierenden Zellen waren somit 
ebenfalls humanen Ursprungs. Damit konnten diese als klare Metastasen des orthotopen 
Primärtumors zugeordnet werden. Es erfolgte zusätzlich die Suche nach 
immunhistochemischen relevanten Markern für das Osteosarkom. Hier konnte GFAP, VEGF 
und HIF2α und EZRIN (Abb. 2.4.2K) nachgewiesen werden. 
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Abbildung 2.4.2. Analyse des humanisierten Knochens (A-E) und des humanisierten Osteosarkoms (F-K). 
Erläuterungen siehe Text. Abbildung modifiziert nach Wagner et al. 2018 (13, 33).
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Des Weiteren konnte das Gen C12orf29 erstmals im Osteosarkom nachgewiesen werden. 
Dieses Gen wurde bisher in verschiedenen Geweben des muskoluskelettalen Systems 
nachgewiesen und scheint eine Rolle in der Entwicklung des Bewegungsapparates zu spielen (13, 
63). In unseren humanisierten Osteosarkomen zeigte sich die Genexpression signifikant höher als 
in ohTEBCs ohne Tumore und höher als in unveränderten Kontrollfemora der Maus. Daraufhin 
erfolgte die immunhistochemische Analyse von Osteosarkomproben von 68 Patienten (Abb. 
2.4.3). Die initial beschriebene Co-Expression von Kollagen-Typ-II (Col-II) konnte in den 
untersuchten Osteosarkompatienten nicht gefunden werden. In Abbildung 2.4.3A-C sind links 
immunhistochemische Färbungen für C12orf29 dargestellt, rechts sich die korrespondierenden 
Schnitte mit einem Antikörper für Col-II gefärbt. Während bei einigen Patienten in den 
korrespondierenden Arealen Col-II gefunden wurde (Abb. 2.4.3A), gab es gleichwohl Tumore 
welche C12orf29 exprimierten, jedoch kein Col-II bildeten (Abb. 2.4.3B). Gegensätzliche 
Färbungsmuster konnten ebenfalls gefunden werden (Abb. 2.4.3C). Dennoch konnte vor allem 
bei Osteosarkom Patienten mit chondroblastischem und osteoblastischem Subtyp eine 
regelmäßige Expression von C12orf29 nachgewiesen werden. Am höchsten war die Expression 
jedoch in den gemischt osteo-chondroblastischen Osteosarkomen (Abb. 2.4.3D). Diese Subtypen 
stellen auch die häufigsten Osteosarkomentitäten dar. Außerdem konnte eine vermehrte 
C12orf29-Expression in Tumoren gefunden werden, welche primär im Kopfhalsbereich 
lokalisiert waren (Abb.10E). Zusätzlich erfolgten Korrelationsanalysen bezüglich einer 
vermehrten Ki67-Expression (als Maß für eine erhöhte Zellteilung in den Tumoren) in den 
untersuchten Osteosarkomen. Es konnte hier jedoch keine Korrelation mit einer vermehrten 
C12orf29-Expression gefunden werden (Abb. 2.4.3D&E). 
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Abbildung 2.4.3. Expression von C12orf29, Col-II und Ki67 in Osteosarkompatienten. Erläuterungen siehe Text. 
Abbildung modifiziert nach Wagner et al. 2018 (13, 33).  
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Somit konnte man in der beschriebenen Studie zeigen, dass durch einen Tissue-engineering-
Ansatz eine humanisierte Knochenumgebung an orthotoper Stelle generiert werden kann. Neben 
der knochentypischen Matrixarchitektur konnte zusätzlich eine Knochenmarknische geschaffen 
werden. Durch eine Knochenmarktransplantation der NSG-Mäuse konnte diese zusätzlich mit 
humanen hämatopoetischen Zellen aller Differenzierungslinien besiedelt werden. Von 
herausragender Bedeutung ist ebenfalls die humanisierte vaskuläre Nische, die wir mit unserem 
ohTEBC generieren konnten und welche der etablierte Tumor zur Angiogenese zu nutzen 
scheint. Diese Mikroumgebung zeigt sich ideal als Plattform für ein humanisierten 
Osteosarkommodell, welches nicht nur pathomorphologische Eigenschaften, sondern durch das 
Vorhandensein von Lungenmetastasen und die Expression von prognostischen Tumormarkern 
klinische Relevanz besitzt. Die detaillierten Ergebnisse wurden im April 2018 in er Zeitschrift 
Biomaterials mit dem Titel „Humanization of bone and bone marrow in an orthotopic site 
reveals new potential therapeutic targets in osteosarcoma“ veröffentlicht (33). Die allgemeine 
Systematik dieses und anderer malignomassoziierter Knochenmodelle wurde 2017 von Martine, 
Holzapfel, McGovern und Wagner et al. in Nature Protocols und im Rahmen eines PhD-
Projektes an der Queensland University of Technology veröffentlicht (13, 29). 
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3 Ausblick 
 
Das vorgestellte Projekt hatte sich zum einen das Ziel gesetzt neue humanisierte Plattformen 
für die Knochentumorforschung im Kindes- und Jugendalters zu schaffen und eine Translation 
von präklinischen Modellen zu ermöglichen.  
Die beide beschriebenen Osteosarkom-Modelle können prinzipiell für breite Aspekte der 
Osteosarkomforschung genutzt werden. Insbesondere das in Arbeitsfeld 2 und 3 verwendete 
Modell ist für die simple Medikamententestung anzuwenden. Das zweite Tissue-engineering-
Modell ist vor allem durch die mögliche Einbringung von gentechnisch veränderten Tumor-, 
Knochenmatrix- oder Knochenmarkzellen für die Untersuchung molekularer Mechanismen der 
Knochenbildung und Osteosarkomentwicklung inklusive Metastasierungskaskaden ideal (13).  
Die Anwendung des Modells kann prinzipiell auf die Erforschung sekundärer 
Knochentumore wie etwa Mamma- und Prostatakarzinommetastasen ausgedehnt werden. 
Zusätzlich könnten andere knochenassoziierte Malignome wie das Plasmozytom untersucht 
werden. Speziell im Kindesalter wäre die Untersuchung der Leukämie, des Ewing-Sarkoms 
sowie die Knochenmarkmetastasierung beim Neuroblastom in der neu geschaffenen 
humanisierten Knochenmarknische als ideale Anwendung zu sehen. 
Für ein aktuelles weiterführendes Projekt wurde ein Doxorubicin-beschichtetes PCL-
Scaffold entwickelt. Im oben genannten orthotopen Osteosarkommodell wird dabei eine 
Tumorresektion simuliert und das generierte Scaffold als Defektfüller eingesetzt. Dieses 
resorbiert sich über mehrere Jahre hinweg. Simultan wirkt Doxorubicin als lokales 
Chemotherapeutikum. Bisher haben die Analysen eine reduzierte systemische Toxizität von 
Doxorubin gegenüber systemisch behandelten Kontrolltieren gezeigt. Der Effekt auf eine 
langfristige Tumorunterdrückung ist derzeit Gegenstand der Analysen. 
Bezüglich der beschrieben Hepatoblastom-Studie werden bereits Patienten nach 
Lebertransplantation aufgrund nicht-resektabler Tumore mit Rapamycin oder anderen mTOR-
Inhibitoren behandelt. Der klinische Verlauf dieser Patienten muss nun beobachtet werden. Zu 
hoffen ist, dass diese Patienten aufgrund dieser Medikation langfristig tumor- sowie 
nebenwirkungsfrei bleiben. 
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4 Anhang 
 
4.1 Curriculum vitae 
 
In der elektronischen Version wurde auf den Lebenslauf verzichtet. 
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6. A 3D tumor microenvironment regulates cell proliferation, peritoneal growth and 
expression patterns. 
Loessner D, Rockstroh A, Shokoohmand A, Holzapfel BM, Wagner F, Baldwin J, Boxberg M, 
Schmalfeldt B, Lengyel E, Clements JA, Hutmacher DW. 
Biomaterials. 2019 Jan;190-191:63-75. IF: 10.273 
 
7. Lycopene reduces ovarian tumor growth and intraperitoneal metastatic load. 
 
 
Holzapfel NP, Shokoohmand A, Wagner F, Landgraf M, Champ S, Holzapfel BM, Clements JA, 
Hutmacher DW, Lössner D. 
 
American Journal of Cancer Research. 2017 Juni; 7(6):1322-1336.  IF: 3.26 
        
8. Periosteum tissue engineering in an orthotopic in vivo platform. 
 
Baldwin JG, Wagner F, Martine LC, Holzapfel BM, Theodoropoulos C, Bas O, Savi FM, Werner C, De-
Juan-Pardo EM, Hutmacher DW.  
 
Biomaterials. 2017 März. 121:193-204. IF: 10.273 
 
 
 
9. Species-specific homing mechanisms of human prostate cancer metastasis in tissue 
engineered bone. 
 
Holzapfel BM, Wagner F, Loessner D, Holzapfel NP, Thibaudeau L, Crawford R, Ling MT, Clements 
JA, Russell PJ, Hutmacher DW. 
 
Biomaterials. 2014 April; 35(13):4108-15. IF: 10.273 
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3. Weitere Originalarbeiten mit Erst- und Seniorautorschaften des Bewerbers 
 
1. A knee size independent parameter for malalignment of the distal patellofemoral joint in 
children 
Wagner F, Maderbacher G, Matussek J, Holzapfel BM, Kammer B, Hubertus J, Anders S, Winkler S, 
Grifka J, Keshmiri A. 
Advances in Orthopedics, Volume 2019, Akzeptiert zur Publikation am 12ten August 2019, Article ID 
3496936. IF: 0.800  
 
2. Patients under 4 years old treated with overhead extension for isolated femoral fractures - 
lessons learned concerning parents' satisfaction. 
Wagner F, Schütz V, Hubertus J. 
Klinischen Pädiatrie. 2019 May 9. doi: 10.1055/a-0892-4365. [Epub ahead of print], IF: 0.698 
 
3. [Diseas-specific Knowledge in Conservative Treament of Adolescent Idiopathic Scoliosis]  
Krankheitsspezifisches Wissen in der konservativen Therapie der idiopathischen Adoleszentenskoliose 
 
Wagner F, Brendel J, Dingeldey E, Winkler S, Grifka J , Matussek J 
 
Zeitschrift für Orthopädie und Unfallchirurgie; 2018 Januar; DOI 10.1055/s-0043-125091, IF: 0.572 
 
 
4. The impact of hypoxia on mesenchymal progenitor cells of human skeletal tissue in the 
pathogenesis of heterotopic ossification. 
 
 
Winkler S, Niedermair T, Füchtmeier B, Grifka J, Grässel S, Anders S, Heers G, Wagner F. 
 
International Orthopaedics. 2015 Dezember; 39(12):2495-501.  IF: 2.39 
 
 
 
 
4. Weitere Co-Autorschaften in Original- und Übersichtsarbeiten des Bewerbers 
 
1. Concise review: humanized models of tumor immunology in the 21st century: convergence 
of cancer research and tissue engineering. 
 
Holzapfel BM, Wagner F, Thibaudeau L, Levesque JP, Hutmacher DW. 
 
Stem Cells. 2015 Juni; 33(6):1696-704. IF: 6.52 (Übersichtsarbeit) 
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2. CME: [Flexible flatfoot in children: Variation within normal range or need for treatment?] 
Der kindliche Knick-Senk-Fuß. 
 
Wagner F, Hofbauer R, Matussek J. 
 
Der Orthopäde. 2013 Juni; 42(6):455-68. IF: 0.632 (Übersichtsarbeit) 
 
3. Mycophenolate mofetil inhibits tumor growth and angiogenesis in vitro but has variable 
antitumor effects in vivo, possibly related to bioavailability. 
 
 
Koehl GE, Wagner F, Stoeltzing O, Lang SA, Steinbauer M, Schlitt HJ, Geissler EK. 
 
Transplantation. 2007 März; 15;83(5):607-14. IF: 3.83 
 
4. Prolonged storage of osteochondral allografts: does the addition of fetal bovine serum 
improve chondrocyte viability? 
 
 
Pennock AT, Wagner F, Robertson CM, Harwood FL, Bugbee WD, Amiel D. 
 
Journal of Knee Surgery. 2006 Oktober; 19(4):265-72. IF: 1.44 
 
 
5. Does subchondral bone affect the fate of osteochondral allografts during storage? 
 
 
Pennock AT, Robertson CM, Wagner F, Harwood FL, Bugbee WD, Amiel D. 
 
American Journal of Sports Medicine. 2006 April; 34(4):586-91. IF: 6.057 
 
 
6. Presence of rotational errors in long leg radiographs after total knee arthroplasty and 
impact on measured lower limb and component alignment. 
 
Maderbacher G, Baier C, Benditz A, Wagner F, Greimel F, Grifka J, Keshmiri A.  
 
International Orthopaedics 2017 Januar; DOI:10.1007/s00264-017-3408-3. IF: 2.39 
     
7. Perioperative blood loss and gastrointestinal tolerability of etoricoxib and diclofenac in 
total hip arthroplasty (ETO-DIC study): a single-center, prospective double-blinded 
randomized controlled trial. 
 
Winkler SH, Barta S, Kehl V, Schröter C, Wagner F, Grifka J, Springorum HR, Craiovan B. 
 
Current Medical Research and Opinion. 2015 November; 19:1-11. IF: 2.65 
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8. Current therapeutic strategies of heterotopic ossification - a survey amongst orthopaedic 
and trauma departments in Germany. 
 
 
Winkler S, Wagner F, Weber M, Matussek J, Craiovan B, Heers G, Springorum HR, Grifka J, Renkawitz 
T. 
 
BMC Musculoskeletal Disorders. 2015 Oktober; 16:313. IF: 1.72 
 
 
9. Pathogenesis and prevention strategies of heterotopic ossification in total hip arthroplasty: 
a narrative literature review and results of a survey in Germany. 
 
 
Winkler S, Craiovan B, Wagner F, Weber M, Grifka J, Renkawitz T. 
 
Archives of Orthopaedic and Trauma Surgery. 2015 April; 135(4):481-9. IF: 1.60 
 
 
10. CME: [Conservative Treatment of idiopathic scoliosis with effective braces: Early 
response to trunk asymmetry may avoid curvature progress.] 
Konservative Therapie der idiopathischen Skoliose mit dem Korsett. 
 
 
Matussek J, Dingeldey E, Wagner F, Rezai G, Nahr K.  
 
Der Orthopäde. 2014 Juli; 43(7):689-700. IF: 0.632 (Übersichtsarbeit) 
 
 
11. An 18-Month old patient with promounced Blount-Barber Syndrome 
 
 
Keshmiri A, Matussek J, Wagner F, Springorum H-R 
 
Osteologie/Osteology. 2013 Januar; 22(2):140-142. IF: 0.42 (Übersichtsarbeit) 
 
 
 
 
 
03. September 2019:  __________________________ 
     Ferdinand Wagner 
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4.3 Bisher abgehaltene Lehrveranstaltungen 
 
In der elektronischen Version wurde auf dieses Dokument verzichtet. 
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4.4 Versicherung an Eides Statt über die selbständige Verfassung der 
Habilitationsleistung 
 
In der elektronischen Version wurde auf dieses Dokument verzichtet. 
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4.5 Versicherung an Eides Statt, dass bisher keine Ablehnung eines 
Habilitationsverfahren erfolgt ist. 
 
In der elektronischen Version wurde auf dieses Dokument verzichtet. 
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4.6 Vorschläge für mögliche Gutachter 
 
In der elektronischen Version wurde auf dieses Dokument verzichtet. 
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